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RESUMO

A cicatrizagdo 0ssea em lesbBes de grande magnitude como as produzidas por
traumas, infecgbes, tumores, continua sendo um grande desafio a ciéncia. Ossos
autdégenos tém sua utilizacdo limitada por fatores como a pouca disponibilidade e a
necessidade de uma &rea doadora, fonte de outros problemas ao paciente. A busca
de novos materiais substitutos para o preenchimento e para auxilio da reparacéo
0ssea continua sendo um grande tema de pesquisa em materiais. Neste contexto,
este trabalho consiste no estudo da membrana da Quitina e do gel de Quitosana e
suas associacdes como a Proteina Morfogenética Ossea (BMP) e Hidroxiapatita (HA)
como proposta para uso futuro como material de enxerto na Odontologia e Ortopedia.
Dados na literatura indicam que tanto a Quitosana quanto a BMP possuem o
potencial de regeneracdo Ossea, issO gera um interesse do estudo da
biocompatibilidade e do potencial osteogénico do gel de Quitosana incorporado a
BMP e HA, contribuindo na busca de novos materiais alternativos de baixo custo que
auxiliem ou acelerem os tratamentos que envolvam reconstituicdo do tecido ésseo.
Os testes de biocompatibilidade e potencial osteogénico foram realizados in vivo, em
camundongos, no Biotério da Universidade do Sagrado Coracdo. Cada animal
recebeu implante intramuscular na coxa de 1 ml de gel , e foram sacrificados 15 dias
apés a cirurgia. Posteriormente, foram realizadas analises macroscopica e
microscopica da regido de implante. A andlise histologica demonstrou que a
menbrana de Quitina ndo é biocompativel, pois houve a formacéo de granuloma tipo
corpo estranho, e o gel de Quitosana agregado a Hidroxiapatita e BMP apresenta
atividade angiogénica moderada, indicando atividade celular acentuada,
provavelmente de natureza reparadora, isso demonstram a viabilidade deste
composto como um novo material de enxerto 6sseo.

Palavras-chave: Quitosana, BMP, Biocompatibilidade, Potencial osteogénico,



ABSTRACT

Bone healing of injuries of great magnitude as the ones produced by traumas,
infections and tumors are still a big challenge to science. Autogenous bones have their
use limited by factors such as little availability and the necessity of a donating area,
which are source for other problems to the patient. The search for new materials for
fulfillment and aid to bone regeneration continues to be a subject of research in
materials. Thus, this work consists of study of the membrane of Quitine and the
Chitosan gel associated with the morphogenetic protein (BMP) and hydroxilapatite
(HA) as a proposal for future use as material for grafts in Dentistry and Orthopedics.
According to information found in literature, the chitosan gel and the BMP possess the
potential for bone regeneration. This fact generates interest for the studying of the
chitosan gel incorporated to BMP and HA, contributing to the search for new
alternative materials with low cost that can accelerate treatments that involve osseous
tissue reconstitution. The biocompatibility and the osteogenic potential tests were
carried in vivo on mice of the Biotery of the Universidade do Sagrado Coracédo (USC).
Each animal received a one-milliliter intramuscular graft of gel in the thigh, and was
sacrificed 15 days after surgery. Afterwards, macro and microscopic analyses of the
grafted region were realized. After histologic analysis, the results showed that the
membrane of Quitine is not biocompatible because of the formation of a foreign body
granuloma while the chitosan gel associated with hydroxilapatite and BMP presents
low angiogenic activity that indicates stressed cellular activity, probably due to a
reparation nature, demonstrating its viability as a new material for osseous grafts.

Key-word: Chitosan, BMP, Biocompatibility, Osteogenic potential.
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1 INTRODUCAO

As estratégias atuais na engenharia tecidual estdo focadas na restauracéo de
tecidos patologicamente afetados através do transplante de células em um meio de
suporte e biomoléculas. Com isso, diversas pesquisas em Biomateriais sdo voltadas
ao desenvolvimento e aprimoramento destes meios de suporte bem como em
sistemas liberadores de farmacos. Dentre os biomateriais estudados, a Quitosana
vem sendo amplamente estudada por suas importantes propriedades relacionadas a
estes propdésitos como a minima imunogenicidade, ser naturalmente antibactericida,
poder ser moldado em diferentes geometrias e ter porosidade, permitindo o
crescimento de células (MARTINO et al., 2005).

A Quitosana é um derivado desacetilado da Quitina, o segundo biopolimero
natural mais abundante, de alto peso molecular, encontrado em crustaceos. A
Quitosana é um polissacarideo linear, composto de glucosamina e N-acetil
glucosamina. Dependendo da fonte e o procedimento de extracdo, seu peso
molecular pode variar de 300 a mais de 1000kDa, com grau de desacetilagdo de 30 a
95%. Em sua forma cristalina, a Quitosana é normalmente insolivel em solucéo
aquosa com pH superior a 7, entretanto, em meio acido (pH<6), esta molécula
torna-se soluvel, possibilitando a formacgao de géis (PARK et a.l, 2005). A
versatilidade da quitosana em gel possibilita a associacdo com substancias bioativas,
para posterior liberacdo, fazendo-o atuar como um sistema liberador de farmacos.

Na engenharia tecidual 6ssea, varios estudos foram realizados focando o uso da
quitosana em associacdo com Fosfato de Calcio e Trifosfato de Célcio (TCP)
(ZHANG & ZHANG. 2001; ZHANG & ZHANG. 2002) e outros no desenvolvimento de

compostos incorporando Hidroxiapatita (KAWAKAMi et al. 1992; KIM et al. 2004) e
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KONG et al. 2005; KAWAKAMI et al. 1992) estudaram in vivo o efeito da associagao
Quitosana-Hidroxiapatita sobre a tibia de coelhos ap6s a remogéo do periosteo e
verificaram a formagao de um osso induzido pelo Biomaterial.

Além da Hidroxiapatita, atualmente sabe-se que as Proteinas Morfogenéticas
Osseas (BMPs) estimulam o crescimento e o reparo 6sseo. O processo de
estimulacdo de crescimento 6sseo dentro do corpo € conhecido como osteoinducéo.
Um dos pioneiros na ciéncia da osteoindugé&o foi Marshall Urist, Professor Emérito do
Departamento de Cirurgia de Ortopedia em UCLA School of Medicine. H& mais de 35
anos atras, Urist descobriu que proteinas que direcionavam 0 0SSO a se reparar
estavam contidas na prépria matriz do 0sso. Somente na Ultima década, por meio de
técnicas moleculares, identificou-se uma familia de proteinas morfogenéticas
estruturalmente relacionadas, contendo sequiéncias de aminoacidos homodlogas as
proteinas do Fator de Crescimento Transformador-beta (TGF-beta) (GONCALVES et
al., 1998). O uso de BMPs em procedimentos reconstrutores para a inducdo da
osteogénese representa uma alternativa para enxertos 0sseos autdogenos e
aloimplantes. Recentemente, Warnke e colaboradores (WARNKE et al., 2004)
demonstraram a geracdo de um “osso secundario”, para uso em uma cirurgia
reconstrutiva de uma parte da mandibula, a partir de fragmentos de 0sso associado a
medula éssea do paciente e a BMP 7.

Para um efeito osteoindutor efetivo, as proteinas morfogenéticas, por serem
rapidamente difusiveis e sollveis em &agua, precisam ser implantadas com um
carreador apropriado. Segundo Sheeherman & Wozney (2005), estes carreadores
para BMPs devem ser apropriados para aumentar a retencdo destes fatores de
crescimento no sitio de tratamento ortopédico ou odontoldégico por um periodo

suficiente para permitir a migracdo, proliferacdo e diferenciacdo das células
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relacionadas ao reparo 6sseo no local lesionado. Estes carreadores devem servir
também como um meio de suporte para infiltracdo celular, mantendo o volume do
local onde o reparo 6sseo deve ocorrer. Outras caracteristicas importantes destes
meios € que eles devem ser biocompativeis e, preferencialmente, absorviveis. As
quatro maiores categorias de carreadores de BMPs j& existentes englobam os
polimeros naturais, materiais inorganicos, polimeros sintéticos e compostos
(combinagéo) destes materiais. A quitosana encontra-se na primeira categoria.

Park et al. (2005) desenvolveram e testaram um gel de quitosana injetavel com a
proposta de ser utilizado como um biomaterial substituto do osso. Neste gel, foram
associados o Alginato, células tronco mesenquimais e BMP-2. Este composto foi
injetado no dorso de ratos, a fim de se verificar a formagdo de osso. Os animais
implantados foram examinados durante um periodo de 12 semanas. Na regido do
implante, verificou-se, histologicamente a formacdo de um novo 0sso e concluiram
gue o gel de quitosana, nesta associagao, pode atuar como um material bioativo para
a formacéo 6ssea.

Dentro deste panorama, este trabalho consiste do estudo da biocompatibilidade
e do potencial osteogénico dos géis de Quitosana associados a Hidroxiapatita (HA) e
a Proteina Morfogenética Ossea (BMP), como proposta para uso futuro como
material para enxerto 4sseo.

Este trabalho tem como objetivo o estudo da biocompatibilidade e do potencial
osteogénico de géis de Quitosana associados & Proteina Morfogenética Ossea
(BMPs) e a Hidroxiapatita (HA), em diferentes composi¢cdes, como proposta para uso
futuro como material para enxerto ésseo. A biocompatibilidade de um filme de Quitina,

material que origina a Quitosana, também foi avaliada.
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2 REVISAO DA LITERATURA

O tecido 6sseo é o constituinte principal do esqueleto, serve de suporte para as
partes moles e conformacdo do corpo, protege 6rgaos vitais, como os contidos nas
caixas craniana e toracica e no canal raquidiano. Local de armazenamento de ions e
fosfato, forma um sistema de alavancas que, movimentadas pelos musculos, permite
o deslocamento do corpo.

Segundo Junqueiro e Carneiro (1999), o tecido 6sseo é um tipo especializado de
tecido conjuntivo formado por células e material extracelular calcificado, que é
denominado de matriz éssea. Existe trés tipo de células especificas na matriz éssea,
gue séo os osteoblastos, osteocitos e osteoclastos.

Os osteoblastos surgem a partir de células mesenquimais e sdo responsaveis
pela formacdo osso (osteogénese). Os tecidos que, em principio originam o0s
osteoblastos sdo a medula 6ssea, o0 peridsteo, o enddsteo e a membrana periodontal.
Os osteoblastos revestem as superficies Osseas; sintetizam e exportam o0s
contituintes organicos das matriz éssea, inclusive o colageno do tipo | e os
proteglicanos sulfatados. (KESSEL, 2001). Eles também séo capazes de concentrar
o fosfato de célcio, participando da mineralizacao da matriz. Os osteoblastos variam
sua forma morfolégica em cada diferente fase. Quando em intensa atividade de
sintese, sao cubdides, com citoplasma bastante baséfilo. Porém, em estado pouco
ativo, tornam-se achatados e a basofilia citoplasmatica diminui. (JUNQUEIRO &
CARNEIRO 1999.)

Quando os osteoblastos depositam 0sso sobre superficie preexistente, estes sdo
finalmente circundados por matriz 6ssea e sao chamados de ostedécitos. Os corpos
celulares do ostedcitos residem em espagcos chamados de lacunas, que sé&o

especialmente evidentes no desgaste do 0ss0, nos quais 0s ostedcito sédo removidos.
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A medida que os osteoblastos s&o circundados por matriz intracelular, estes
produzem muitas extensoes digitiformes longas e delgadas ou gavinhas que entram
em contato com os ostedcitos. Isso resulta na formag&do de muitos pequenos canais,
chamados de canaliculos, que estendem por toda a matriz 6ssea e criam um sistema
circulatorio canalicular que fornece nutricdo aos ostedcitos. (KESSEL, 2001).

Os osteoclastos sédo células moéveis, gigantes, extensamente ramificadas, com
partes dilatadas que contém 6 a 50 ou mais ndcleos. Sado encontrados nos tecidos
mineralizados e s@o responsaveis por reabsorver o tecido 6sseo, participando dos
processo de remodelagdo dos ossos. Freqientemente, nas areas de reabsorcao,
encontram-se por¢cdes dilatadas dos osteoclastos, colocadas em depressdes da
matriz escavadas pela agdo enzimatica e conhecidas como lacuna de Howship. Os
osteoclastos se originam de precursores mononucleados provenientes da origem
0ssea que, em contato com o tecido 6sseo, se unem para formar os osteoclasto
multinucleares. (JUNQUEIRO & CARNEIRO 1999)

Ha ainda, uma populacdo de células derivadas do mesénquima, chamada de
células osteoprogenitoras, que podem proliferar e se diferenciar em osteoblastos em
alguns casos. As células osteoprogenitoras estao presentes por toda a vida pés-natal
e podem ser encontradas sobre as superficies 6sseas. Estas células sdo ativadas
durante as fraturas ésseas e sao envolvidas no seu reparo. (KESSEL, 2001)

Ainda segundo o Kessel (2001), a qualidade mecanicas especiais que permitem
ao 0sso servir como um tecido conjuntivo de sustentacdo sao devido a natureza das
substancia intercelular ou extracelular, que contém componentes organicos e
inorgénicos.

Quase 90% da matriz organica do osso € formada por colageno, principalmente

colageno tipo |, reponsavel pela coloracdo aciddfila. 10% do contetdo organico sdo
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constituidos por proteina e glicoproteina, bem como sulfato de heparano e &cido
hialurbnico. O coldgeno permite ao 0sso resistir & tensdo, ao passo que O
componente mineral permite ao 0sso sustentagdo a compresséo (KESSEI, 2001).

A parte inorganica do tecido ésseo representa cerca de 50% do peso da matriz
0ssea, (JUNQUEIRO & CARNEIRO.1999.). O produto mineral do osso é semelhante
a hidroxiapatiata cristalina [Cal0 (PO4)30H], e os depdsitos minerais se formam em
intima relacdo com a matriz de coldgenos. Fosfato de célcio ndo cristalino esté
presente na matriz 6ssea, assim como ions de citrato e bicarbonato, ions flureto,
magnésio, potassio e sddio. (KASSEL, 2001). Os ions da superficie do cristal de
hidroxiapatita sdo hidratados, existindo, portanto, uma camada de agua e ions em
volta do cristal. Essa camada, denominada capa de hidratagéo, facilita a troca de ions
entre o cristal e o liquido intersticial. (JUNQUEIRO & CARNEIRO 1999.)

As superficies 6sseas sdo revestidas por células osteogénicas e tecido
conjuntivo, que constituem o periésteo e enddsteo.

O periosteo é mais celular e apresenta células osteoprogenitoras que multiplicam
por mitose e se diferenciam em osteoblastos, desempenhando papel importante no
crecimento dos 0ssos e na reparagao das fraturas. Apresenta fibras de Sharpey, que
séo feixes de fibras colagenas do periésteo que penetram no tecido 6sseo e unem
firmemente o periésteo ao o0sso. O endosteo é geralmente constituido por uma
camada de células osteoprogenitoras achatadas, revestem as cavidades do 0sso
esponjoso, o canal medular, os canais de Havers e os de Volkmann.

As principais fun¢fes do enddsteo e peridsteo sédo a nutricao do tecido 6sseo e 0
fornecimento de novos osteoblastos, para o crecimento e a recuperagdo do 0sso.

Existem dois tipos de tecido 6sseo, 0 imaturo ou primario e o maduro, lamelar ou

secundario. O tecido 0sseo primario € menos frequente nos adultos, encontrado
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apenas proximo as suturas dos ossos do cranio, nos alvéolos dentarios e em alguns
pontos de inser¢do de tendBes. O tecido 6sseo primério apresenta fibras colagenas
dispostas em varias direcdes, sem organizacdo definida. Tem menor quantidade de
minerais e maior porcentagem de ostedcitos do que o tecido 6sseo secundario
(JUNQUEIRA & CARNEIRO 1999).

O tipo de tecido 6sseo secundario geralmente é encontrado no adulto, possui
fibras colagenas orgnizadas em lamelas de 3 a 7um de espessura, que ficam
paralelas umas as outras. (JUNQUIRA & CARNEIRO, 1999) Esse tecido possui
menos ostedcitos, e estes estdo dispostos mais regularmente e em lacunas mais
achatados no osso maduro, comparando-se com 0sso primario. (KESSEL, 2001)

Na diafise dos ossos, as lamelas 0sseas se organizam em arranjos topicos,
constituindo os sistemas de Havers. Cada sistema de Havers € constituido por
cilindros longos, paralelos a diafise e formados por quatro a vinte lamelas 6sseas
concéntricas. No centro desses cilindro 6sseo existe um canal, denominados de
canais de Harves, que nele contém vasos e nevos. (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
1999.)

O tecido 6sseo € formado ou por um processo chamado de ossificacao
intramenbranosa, que ocorre no interior de uma membrana conjuntiva, ou pelo
processo de ossificacdo endocondral. Este Ultimo se inicia sobre um molde
cartilaginoso, a partir de células do conjuntivo adjacente.

Através da ossificacdo intramembranosa, forma-se a maioria 0ssos chatos,
maxila e mandibula etc. Existe dois requisitos importantes, que sdo a presenca de
células mesenquimais e de uma area extensamente vascularizada. (KESSEL, 2001).

As células mesenquimais se diferenciam em osteoblastos que secretam a matriz

0ssea, formando uma rede de espiculas e trabéculas. Esta regido de osteogénese
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inicial € conhecida como centro primério de ossificagdo. A calcificacdo segue-se
rapidamente & formagcdo do ostedide, e os osteoblastos aprisionados nas suas
matrizes se transformam em ostedécitos. Assim que se estabelece uma rede de
trabéculas em forma de esponja, o tecido conjuntivo vascular, nos seus intersticios, é
transformado em medula 6ssea (GARTNER & HIATT, 1999).

Regibes dos tecidos mesenquimais que permanecem n&o calcificados
diferenciam-se no periésteo e enddsteo do osso em desenvolvimento (GARTNER &
HIATT, 1999).

A ossificacdo endocondral € o método que emprega a formagdo dos 0ssos
longos e curtos, que ocorre em duas etapas. Inicialmente, forma-se um pequeno
molde de cartilagem hialina. A seguir, 0 molde de cartilagem continua a crescer e
serve como base para o desenvolvimento do 0sso. (GARTNER & HIATT, 1999.)

Na etapa do molde, a cartilagem hialina é depositada segundo o formato do 0sso
requerido, sendo posteriomente substituida por deposicdo de ostedide e
mineralizagdo. A cartilagem hialina se origina a partir de uma massa de tecido
mesenquimatoso imaturo e assume a forma aproximada 0sso.

Em seguida, uma camada de células mesenquimais, os condroblastos e
algumas células osteoprogenitoras circundam o modelo de cartilagem hialina e forma
o pericondrio. Mais tarde, a medida que as células osteogénicas suplantam os
precursores dos condroblastos, formando uma camada denominada de periosteo
(STEVENS & LOWE., 2004.)

Na porcdo média da diafise, as células osteoprogenitoras se transformam em
osteoblastos e depositam ostedide, o qual se mineraliza, formando um colar ésseo ao
redor de diafise. Ao mesmo tempo, os condrécitos no modelo de cartilagem se

multiplicam de maneira a aumentar em comprimento e largura. (STEVENS & LOWE.,
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2004.)

As células osteoprogenitoras no centro de ossificacdo se transformam em
osteoblastos e comegam a depositar ostebide, o qual progressivamente substitui a
cartilagem calcificada do modelo original. (STEVENS & LOWE., 2004.)

Entretanto, as alterac6es estruturais do tecido 6sseo nos seres humanos, podem
ter inicio durante a vida intra-uterina sendo definido como alteracdes Osseas
congénitas. E também devido a fatores extrinsecos que podem ocorrer ao longo da
vida como as alteragBes 6sseas adquidas. Essas alteracdes na regido maxilofacial
podem ser decorrentes de acidentes, tumores, reabsor¢des apds extracao dentarias,
manobras cirdrgicas iatrogénicas e doencas periodontais.

No entanto, o processo alveolar, na auséncia de dentes, sofre uma reabsorcao
fisiologica, (MADEIRA, 1995) e a perda Ossea decorrente de doengas periodontais,
podem dificultar o tratamento odontol6gico necessario. Para recuperar a perda éssea,
0 uso de enxerto 6sseo tornou-se o caminho mais favoravel.

Segundo Gomes (2002), é cientificamente conhecido que o melhor material de
enxerto € o 0sso autégeno, devido as suas propriedades biologicas e a auséncia de
rejeicdo. No entanto, existem inconvenientes como: hospitalizagdo, necessidade de
anestesia geral, maior risco de infeccdo, maior periodo de convalescéncia e
necessidade de uma area doadora. Fatores que dificultam este procedimento fazem
necessario o desenvolvimento e a producdo de substituitos 0sseos, sintéticos ou
biolbgicos.

Durante a histdria, na area médico-odontolégico, incansaveis pesquisas sao
desenvolvidas a procura por substancias naturais ou sintéticas que pudessem
substituir tecidos corporeos, moles ou duros, perdidos. Antigos registros nos mostram

o uso do sulfato de calcio, marfim, osso seco, ouro, fio de ouro, ligas de prata, entre
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outros materiais. (GOMES, 2002).

Ainda segundo Gomes (2002), atualmente, gragas ao grande desenvolvimento
tecnoldgico dos biomateriais e avanco dos métodos e dos conhecimentos da
fisiologia 6ssea tornou-se possivel influenciar seletivamente a formagdo Ossea
controlando a qualidade e quantidade de osso no interior das estruturas bucais.
Existem no mercado odontoldgico inUmeros biomateriais, sintéticos ou bioldgicos,
com tamanho variavel de particulas e principalmente classificados quanto ao seu
modo de agé&o: osteoindugdo, osteocondugao ou osteogénese.

Entre os varios biomateriais, as Proteinas Morfogenética Osseas (BMPs) séo
amplamente usadas. E um material que estimula o crescimento e reparo 6sseo
(GONCALVES et al,1998). Lynch et al (1991) afirmaram que uma série de fatores
envolvidos como dose de BMPs, local da implantacéo, respostas das células no local
de implante, vascularizacdo e natureza do material carreador, seriam os fatores
reponsaveis pela determinacdes do tipo de ossificagao.

As BMPs tém importante papel no direcionamento e transformacao de células,
ou seja, a presenca de BMP induz uma célula a transformar-se em outra. Elas
estimulam as células osteoblastos e inibem a diferenciacao da linhagem de mioblasto.
(VUKICEVIC et al., 1989; KATAGIRI et al., 1994; YAMAGUSHI et al, 1991).
Sommernan et al, 1983 também afirmaram que BMPs sdo glicoproteinas
responsaveispelo recrutamento de células osteoprogenitoras para os locais de
formacdo dssea.

A atividade osteoindutiva das BMPs somados a presenca no tecido 6sseo
sugerem que elas sao importantes reguladores no processo de reparacdo 0ssea e
podem estar envolvidas na manutencdo destes tecidos. As BMPs fazem parte de

familia de fator de crescimento transformator beta (TGF-B) e inclui uma subfamilia,
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baseadas em sua sequéncia de aminoacidos. As BMPs podem se apresentar sob
duas formas: a) proteina morfogenética Ossea derivado do osso; b) proteina
morfogenética 6ssea humanas recombinantes (rhBMP) (WONZNEY, 1998)

A proteina morfogenética éssea humanas recombinantes (rhBMP) quando
implantada em altas doses pode induzir a formagdo 6ssea (WANG et al. 1990).

Segundo o Bowers e Reddi, (1992), as BMPs sao proteinas encontradas em
altas concentracdes em tecido 6sseo e sdo consideradas as responsaaveis pela
habilidade indutiva e regenerativa dos enxertos 6sseos desmineralizados, usadas em
terapia periodontal. Com as palavras do outro autor, Bowers et al, (1991), o uso de
BMPs associadas ao enxerto desminelarizado seco e congelado (DFDBA), com
matriz 6ssea aumenta significativamente a regeneracdo dos aparatos de nova
insercdo e componentes teciduais, tais como: cemento, 0sso alveolar e ligamento
periodontal.

Além o uso de BMP na éarea periodontal, as pesquisas demonstram que um
sucesso das proteinas morfogenéticas ésseas nas cirurgias buco-maxilo-facial e
ortopédicas, apresentam um eficacia na inducdo 6ssea (SALLER & KOLB, 1994).

Segundo Ripamonti e Reddi, (1994), as BMPs podem ser utilizadas em
reparacdo de tecidos dentais. Nakashima, (1990), constatou que as BMPs
estimularam mitoses de células mesenquimais e induziram a diferenciacdo de de
osteodentindcitos através do implante de BMP sobre polpas dentarias amputadas de
animais.

O outro biomaterial bastante usado em engenharia tecidual, é a Quitosana. Ela
apresenta importantes propriedades relacionadas estes propdsitos, tais como possuli
minima imunogenecidade, é naturalmente antibactericida, pode ser moldada em

diferentes geometrias e é porosa, permitindo a permeabilidade das células 6sseas.
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Auxilia na diferenciacdo das células osteoprogenitoras e também, de modo geral,
facilita a formacéo 6ssea. (MARTINO et al. 2005). A Quitosana é um polimero
natural derivado do processo do desacetilacdo da Quitina (CAMAPANA-FILHO &
DESBRIERES, 2000), o segundo biopolimero natural mais abundante, encontrado
em crustaceos marinhos. Em sua forma cristalina € normalmente insolivel meios
com pH superior a 7. No entanto, em meio &cido, esta molécula torna-se sollvel,
possibilitando a formagé&o de géis (PARK et al. 2005).

In-Sam et al, (2002), realizou um experimento sobre fraturas de mandibula de
cdes. Verificou que ap6s quatro semanas de implantacdo da Quitosana, na area da
lesdo comecaram acumular o tecidos fibrosos e uns pequenos numeros de
osteoblasto puderam ser observados nas margens, e depois de sete semanas,
grande numeros de osteoblastos com osso neoformados foram observados. Em
outro trabalho, também foi demonstrada a indugcédo 6ssea pela Quitosana associada
com Célcio e Fosfato (CP) sobre a tibia do coelho (ZANG, et al. 2001.)

Além da capacidade de regeneracdo 6ssea, a Quitosana acelera cicatrizagao,
apresenta efeito coagulante e efeito analgésico.

Em outro trabalho, foi demonstrado que as células tratadas, apresentaram
aumento da atividade do lisozima extracelular, o que estimula a formacao de tecidos
conjuntiva. N-acetilglucosamina € o maior componentedo epitério e sua presenca €
essencial na reparacéao tecidual das feridas (RAVI KUMAR, 2000). Além disso, feridas
tratadas com Quitosana mostraram menor grau de fibroplasia, favorecendo a
reepiterializagcdo com form¢éo de cicatriz lisa. (SINGLA, 2001.)

A Quitosana ainda é papel importante na hemostasia. (SINGLA, 2001.) Aacao da
Quitosana sobre plaqueta é a estimulo da liberagao do fator de crescimento derivado

de plaquetas-AB (PDGF-AB) e fator de transformacé&o do crescimento-B(TGF-f). S&o
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citocinas liberadas pela plaguetas, que desempenham importante papel no processo
de coagulagéo e cicatrizagdo. (OKAMOTO, et al. 2003.)

A outra propriedade tépica da Quitosana é analgesia. Segundo Okamoto, et al.
(2003), principal efeito analgésico da Quitosana € decorrente da captura de
hidrogénio 4cidos liberados durante o processo inflamacao, pela ioniza¢éo do grupo
amoniaco, a NH3+. A bradicina € um mediador quimico liberado pelo cininigénio
plasmatico e outros citocinas, como Fator de Necrose Tumorala (FNTa) e as
Interleucinas 1 (IL-1) e 8 (IL-8), que s&o os fatores em produgdo da dor no local
inflamado. A Quitosana tem a propriedade de absorver a bradicinina liberada no sitio
da inflamacé&o.

A utilizag&@o de biomateriais no reparo de partes danificadas do tecido 6sseo tem
revolucionado a ortopedia e odontologia atuais. O emprego de substancias quimicas
que facilitam a reparacdo Ossea, através da osteogénese, osteoinducdo e
osteoconducéo, € alvo de pesquisas constantes. (BORGES, 1998; FRANCO, et al.
2001; LEGENO, 2002)

Um dos fatores mais importante que podem determinar o sucesso ou fracasso
dos biomateriais idutores em cirurgias reconstrutiva € a eficiéncia do material
carreador. O carreador deve ser absorvido a medida que ocorre a formacao 6ssea.
Além disso, deve ser seguro, biodegradavel, biocompativel e formulado para pertimir
tamanhos e formados adequados. (TORIUMI & ROBERTSON, 1993.) Essas
caracteristicas dependem das propriedades fisicas e quimicas do material, que
devem ser compativeis com as reacdes fisiologicas do osso. (BORGES, 1998.)

A biocompatibilidade é um termo que abrange varios aspectos do material,
incluindo desde suas propriedades fisicas, mecéanicas e quimicas até seu potencial

citotéxico, alergénico e mutagénico, ndo apresentando efeitos téxicos ou causando
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injurias na funcao bioldgica. (COSTA, 2001.)

Poucos materiais (ou nenhum) séo totalmente inertes do ponto de vista
fiosiologico, visto que a grande maioria apresenta uma variedade de componentes
toxicos ou irritantes. Além disso, as substancias quimica que foram adicionadas
durante o processo da confec¢cdo do material, podem também produzir o efeitos
indesejaveis. (ANUSAVICE, 2004)

Até que a biocompatibilidade do material seja comprovada, o mesmo deve ser
submetido a diversos estudos variando desde analise in vitro até testes in vivo. No
teste in vitro avaliam-se as propriedades do material diretamente em cultura de
células que reagem aos efeitos de protudos analisados. O teste in vivo, baseia-se na
avalicdo tecidual de animais que receberam implantes no tecido subcutanea e
intramuscular de um material com potencial de causar toxidade sistémica, por
instalacéo, irritacdo da pele, entre outras respostas. Segundo Anusavice, 2004,
gquando um material, produto ou componente téxico é identificado, ele pode ser
substituido, diluido ou neutralizado para reduzir o nivel de toxidade ou reacgéo
biolégico.

Minnen et al. (2005) estudaram a biocompatiblidade do poliuretano
biodegradavel in vitro e in vivo. Nos estudos in vivo, 0 material foi implantado no
dorso (subcutaneo) de ratos e a resposta tecidual foi histologicamente avaliada
durante o periodo de 1 a 12 semanas. Nesta avaliacao, foram avaliados os seguintes

parametros, atribuindo “scores” de acordo com o observado:
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Tabela 1: Parametros e “scores” adotados em teste de Biocompatibilidade

Pardmetro Score
Necrose existente o ndon
Espessura de tecido fibroso numero de células em camadas

NUmero de células inflamatérias

Células polimorfonucleares® 0-4

Macréfagos® 0-4

Células Gigantes® 0-4
Crescimento de células no material implantado

Tecido Conijuntivo® 0-4

Tecido com vascularizacéo existente ou ndo
Material Implantado

Sinais de dearadacao® 0-4

Células com atividade fagocitaria® 0-4

'Ntmero de células variando de poucas (0) ou em grande quantidade (4)
“Crescimento tecidual variando de nenhum (0) a infiltracao total na area (4)
®Sinais de degradacao, variando de nenhuma (0) a degradacéo do centro do material (4)

Fonte: Minnen et al. (2005)

Inclusive, além de testar a biocompatibilidade dos biomateriais, ha autores que
investigaram sistematicamente a biocompatibilidade do cimento do fosfato de calcio
por meio de implante em fémur do coelho, e verificaram que o material é
biocompativel podendo ser aplicado em humanos. (LIU et al. 1997)

Materiais ndo compativeis podem mostrar-se mutagénicos ou ainda influenciar
mediadores da inflamac&o, provocando respostas sistémicas, incluindo toxicidade,
teratogenias ou efeitos carcinogénicos (ANUSAVICE, 2004).

Lemmons & Natiella, (1986), concluiram que as propriedades funcionais e a
biocompatibilidade sdo questbes basicas no desenvolvimento dos biomateriais e
salientaram que existem varias metodologias para analisar essas propriedades,

entretanto, em todos os casos, 0 hospedeiro humano tem sido o teste final.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Gel de Quitosana e associacao

O Gel de Quitosana foi preparado em colaboragcdo com o Departamento de
Fisica e Matematica, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras da USP — Ribeirdo
Preto e da Universidade Federal de Rio Grande do Norte (UFRN), que cedeu a
Quitosana. Foram desenvolvidos dois compostos a partir do gel de Quitosana e
Alginato, para serem testados em relagéo a Biocompatibilidade.

Para obtencado do gel de Quitosana, foram utilizados 0,5g de Quitosana, diluidos
em 50ml de agua e 20 gotas de acido acético. O gel de Alginato foi preparado
utilizando-se 0,5g de Alginato de Sédio e 10ml de agua.

O Composto 1 foi preparado utilizando-se o Gel de Alginato associado a 5ml do
Gel de Quitosana e 0,458g de Hidroxiapatita Bio-absorvivel (Baumer®). O pH deste
composto foi de 5,96 (Figura 1A). Esta Hidroxiapatita, segundo o seu fabricante, &
uma bioceramica sintética de alta pureza, possui estrutura macro e microscépica
semelhante ao osso humano que, aliada ao elevado grau de pureza, resulta em um
material com grande potencial osteocondutor.

O Composto 2 foi preparado utilizando-se o Gel de Alginato, 5ml do gel de
Quitosana, 1,59 de Carbonato de Calcio diluido em 5ml de agua. O pH desta
associacao foi de 7,2. (Figura 1B).

Para o teste do potencial osteogénico, ao Composto 1, foram agregados 150mg
de BMP (Proteina Morfogenética Ossea) do fabricante Baumer®.

O preparo dos materiais foi realizado utilizando-se materiais esterilizados e

materiais descartaveis.
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3.2 Membrana de Quitina
Uma membrana de Quitina foi cedida pela UFPR para teste de
Biocompatibilidade (Figura 1C). Esta membrana foi esterilizada com Oxido de Etileno,

no Hospital de Clinicas da FMRP-USP.

Figura 1: Materiais implantados para estudo da Biocompatibilidade. (A) Composto 1, (B)
Composto 2 e (C) Membrana de Quitina.

(A) (B) ©)

Fonte: Lee Chen Tzu
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3.3 Teste de Biocompatibilidade

O teste de Biocompatibilidade foi realizado in vivo, em camundongos, de acordo
com procedimento cirdrgico descrito a seguir.

Foram utilizados 24 camundongos, divididos em 3 grupos de 8 animais. No
primeiro grupo foi implantado o Composto 1, no segundo o Composto 2 e, no terceiro,

foi implantado um filme de Quitina.

3.4 Teste de Potencial Osteogénico

O teste de Potencial Osteogénico foi realizado in vivo, em camundongos, de
acordo com o procedimento cirdrgico descrito a seguir. Foram utilizados 5

camundongos para implante do Composto 3.

3.5 Procedimentos cirurgicos

As cirurgias foram realizadas no Biotério da Universidade do Sagrado Coracéo,
apds a aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa. Durante todo o periodo de
preservacao, os animais receberam dieta balanceada padréo, do Biotério, e agua ad

libtum.

3.5.1 Anestesia

Para realizacdo dos procedimentos cirdrgicos, os animais foram submetidos a
anestesia geral com administracdo da medicacdo pré-anestésica de relaxante
muscular (Diazepan), na dose de 0,1ml por animal (intraperitoneal), seguido pela
injecéo de cloridrato de Cetamina e Xilasina, associados numa relagdo de 1:1, com

dose de 0,1 ml/100g de peso corporeo (Figura 2).
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3.5.2 Procedimento Cirurgico para Teste de Biocompatibilidade

Apos os procedimentos de anestesiados, os animais foram submetidos a
tricotomia da regido a ser operada (dorso) (figura 3) e a regido passou pelo processo
de assepsia com PVPI (polivinilpiloridona) topico (Figura 4). Realizou-se uma inciséo
linear no dorso do animal, de aproximadamente 1cm, com tesoura reta (figura 5).
Apoés a divulsdo dos tecidos (figura 6), o material foi implantado (figura 7A, 7B e 7C),
e suturado com fio de seda, logo a sequir (figura 8).

Apo6s 15 dias, os animais implantados com a membrana de quitina foram
eustanasiados com dose letal do mesmo anestésico utilizado na cirurgia. A regido do
material implantado foi coletado e fixado em formol 10% para confeccdo de laminas
histologicas. Apos 30 dias, os animais implantados com 0os compostos de quitosana

foram sacrificados e 0 mesmo procedimento foi adotado (figura 9A, 9B e 9C).

Figura 2: Anestesia do animal

o1

Fonte: Fotografada pela Cibele Ereno



Figura 3: Tricotomia

Fonte: Fotografada pela Cibele Ereno

Figura 4: Anti-sepsia com PVPI

Fonte: Fotografada pela Cibele Ereno
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Figura 5: Incisdo no dorso do animal

U

Fonte: Fotografada pela Cibele Ereno

Figura 6: Divulscao da pele

g"

Fonte: Fotografada pela Cibele Ereno
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Figura 7: Implante dos materiais (A) composto 1 de Quitosana (B) composto 2 de

Quitosana e (C) Membrana de Quitina

(A) (B)

(©)

Fonte: Fotografada pela Cibele Ereno



Fonte:

Figura 8: Sutura

Fotografada pela Cibele Ereno
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Figura 9: Material coletado (A) Composto 1 de Quitosana, (B) Composto 2 de Quitosana

e (C) Membrana de Quitina

(A) (B)

(©)

Fonte: Fotografada pela Cibele Ereno
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3.5.3. Procedimento Cirargico parateste de Potencial Osteogénico

Apos os procedimentos de anestesia, os animais foram submetidos a tricotomia
da regido a ser operada (coxa) (figura 10) e a regido passou pelo processo de
assepsia com PVPI (polivinilpiloridona) topico. Realizou-se uma incisdo linear na
coxa do animal, de aproximadamente 1cm, com tesoura reta (figura 11). Apos a
divulsdo dos tecidos (figura 12), o material (Composto 3) foi implantado (figura 13) e
logo apo6s procedeu-se a sutura planas dos tecidos intramuscular (figura 14) e
subcutaneo (figura 15), com fio de seda 4-0.

Apo6s 15 dias, os animais foram eustanasiados com dose letal do mesmo
anestésico utilizado na cirurgia. A regido com o material implantado foi coletada e

fixado em formol 10% para confec¢do de laminas histoldgicas.

Figura 10: Tricotomia

Fonte: Fotografada pela Lee Chen Tzu



Figura 11: Inciséo linear

Fonte: Fotografada pela Juliana S. Polido

Figura 12: Divulsao dos Tecidos

Fonte: Fotografada pela Juliana S. Polido
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Figura 13: Implante do Material

Fonte: Fotografada pela Juliana S. Polido

Figura 14: Sutura do tecido muscular

Fonte: Fotografada pela Juliana S. Polido



Figura 15: Sutura

Fonte: Fotografada pela Lee Chen Tzu
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3.6 Forma de Analise dos resultados

Os materiais coletados nos dois experimentos foram analisados
macrocopicamente nas suas dimensfes e coloragdo. A seguir, as pecas foram
fixadas em formol a 10% por 92 horas. Os cortes microscopicos foram obtidos no
sentido longitudinal com 6mm de espessura e corados pelos métodos da
Hematoxilina/eosina e Tricobmico Masson.

Os cortes microscopicos foram analisados e descritos em todas as suas
peculidades. Foram selecionados e fotografados, os dados mais relevantes, no
proprio microscopio. As laminas foram fotografadas no fotomicroscépio Nikon H550L,
adquiridos com recursos do projeto FAPESP 03/09503-3 sob responsabilidade do
Prof. Dr. Sérgio A. Catanzaro Guimaraes. As imagens digitais captadas foram

analisadas pelo software Image Pro-Plus. (figura 16)

Figura 16: Microscoépio 6ptico Nikon H550L Micro Publisher 3.3 RTU Equipamentos
Eletronicos Ltda.

Fonte: Fotografada pela Angela Kinoshita
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4 Resultados

4.1 Andlise Macroscopica

A figura 17 mostra o material coletado do implante subcutaneo do Composto 1. A
figura 18, do Composto 2 e a figura 19, da Membrana de Quitina

Figura 17: Material coletado do implante subcutédneo do composto 1 de Quitosana

Fonte: Fotografada pela Cibele Ereno

Figura 18: Material coletado do implante subcutédneo do composto 2 de Quitosana

Fonte: Fotografada pela Cibele Ereno



46

Figura 19: Material coletado do implante subcutaneo da membrana de Quitina

Fonte: Fotografada pela Cibele Ereno

Através das figuras 17 e 18 podemos notar que 0s materiais composto 1 e
composto 2 foram absorvidos pelo organismo do animal. Com isso, as analises
microscépicas ndo puderam ser feitas, pois nesta analise hd a necessidade de se ter

os tecidos junto ao material implantado.

A figura 19 mostra que a membranas de Quitina, permaneceu intacta no corpo

do animal, possibilitando a andlise microscopica.

4.2 Andlise Microscopica

4.2.1 Teste de Biocompatibilidade da Membrana de Quitina

A figuras 20 mostra laminas histoldgica, corada com HE, do material coletado do
subcutaneo do camundongo implantado com membrana de Quitina, 15 dias apds a
cirurgia. As figuras 21 e 22, referem-se as laminas do material coletado 30 dias apés

a cirurgia, corados com método Tricrémico de Masson.
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Fig.20: Lamina Histolégica do material coletado da cirurgia de implante membrana de

Quitina ap6s 15 dias. Coloracao HE, aumento 4X.

Fonte: Fotografada pela Lee Chen Tzu

Fig.21: Lamina Histolégica do material coletado da cirurgia de implante membrana de
Quitina ap6s 30 dias. Coloracao Tricromico de Masson, aumento 10X.

Fonte: Fotografada pela Lee Chen Tzu
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Fig.22: Lamina Histolégica do material coletado da cirurgia de implante membrana de
Quitina apos 30 dias. Coloracao Tricromico de Masson, aumento 10X.

Fonte: Fotografada pela Lee Chen Tzu

As laminas referentes ao periodo de 15 dias de implantagdo (figura 20)
mostram reacao inflamatoria cronica tipo corpo estranho contornando o material. A
densidade celular em torno do material implantado é grande. Os elementos celulares
predominantes sdo mondcitos (macréfagos), linfocitos, células gigantes inflamatérias
e, em menor proporcdo, neutréfilos. Além desta composicdo celular observa-se
também, grande atividade angiogénica e areas hemorragicas dispersas na estrutura
fibro-vascular inflamatéria. Varias células gigantes podem ser vistas em contato com
0 material implantado.

Ap6s 30 dias de implantacdo (figura 21), nota-se tecido fibrovascular
inflamatdrio com predominancia de mondcitos (macréfagos). Varias células gigantes

sdo observadas em contato ou nas proximidades do material implantado.
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Na lamina da figura 22 nota-se inimeras células gigantes em contato com o
material implantado. As células gigantes repousam sobre a estrutura fibro-vascular,
definindo um auténtico granuloma tipo corpo estranho. O material eosindfilo
observado na parte superior representa material fibrindide precipitado em contato

com membrana de Quitina, ou seja, necrose fibrindide.

4.2.2 Teste de Potencial Osteogénico

As figuras 23, 24 e 25 mostram fotomicrografias das laminas contendo o material
cirdrgico coletado 15 dias ap6s o implante do composto 3 (gel de Quitosana

associado a BMP e Hidroxiapatita).

Fig.23: Lamina Histolégica do material coletado da cirurgia de implante do composto 3
(gel de Quitosana) 15 dias ap6és. Coloracdo HE, aumento 4X

Fonte: Fotografada pela Lee Chen Tzu
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Fig.24: Lamina Histolégica do material coletado da cirurgia de implante do composto 3

(gel de Quitosana) 15 dias ap6s. Coloragcédo HE, aumento 40X

Fonte: Fotografada pela Lee Chen Tzu

Fig.25: Lamina Histoldgica do material coletado da cirurgia de implante do composto 3
(gel de Quitosana) 15 dias ap6s. Coloragcdo HE, aumento 40X

Fonte: Fotografada pela Lee Chen Tzu
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Na figura 23 nota-se a presence de tecido de granulacdo que formou-se para
impedir que o gel se difundisse para os planos teciduais mais profundos. Observa-se
também &reas vacuolisadas dentro do tecido de granulagdo, provavelmente
representada pelo gel de quitosana.

Na figura 24, nota-se um tecido de granulagdo abundante envolvendo grande
parte do fragmento tecidual no qual se nota macréfagos com citoplasma amplo e rico
em material fagocitado, provavelmente o gel de quitosana. Nota-se também atividade
angiogénica moderada indicando atividade celular acentuada, provavelmente de
natureza reparadora. Areas de miolise s&o freqiilentemente observadas no seio do
tecido de granulagéo indicando fase de intensa destruigéo tecidual. Proximo as areas
de miolise, nota-se proliferacdo de miocélulas indicando atividade regeneradora
(figura 25).

Nas figuras 26 e 27 mostram fotomicrografias das laminas contendo o

material cirdrgico coletado 30 dias apés o implante do composto 3.

Fig.26: Lamina Histolégica do material coletado da cirurgia de implante do composto 3
(gel de Quitosana) 30 dias ap0s. Coloragdo HE, aumento 10X

Fonte: Fotografado pelo Dr. Sérgio C. Guimarédes
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Fig.27: Lamina Histolégica do material coletado da cirurgia de implante do composto 3
(gel de Quitosana) 30 dias ap0ds. Coloracédo HE, aumento 20X.

Fonte: Fotografado pelo Dr. Sérgio C. Guimaraes

Na figura 26 nota-se a presenca do material implantado, na forma de
particulas escuras, envolvidas por neutrofilos. Na sua periferia estende-se uma faixa
tecidual com estrutura de granuloma tipo corpo estranho

Na figura 27, nota-se as células gigantes em contato com o material
implantado. Observa-se também o granuloma tipo corpo estranho mostra tendéncia
ao amadurecimento com aumento de fibras coladgenos e reducdo dos componentes

celulares.



A~ 0 O Dun un O



54

5 Discussao

Aregeneracdo de tecido 6sseo é um tema de grande interesse na Odontologia
e na Medicina. As pesquisas atuais na engenharia tecidual 6ssea baseiam-se no
implante de células associadas a meios de suporte e biomoléculas.

Devido ao desenvolvimento tecnoldgico dos biomateriais é possivel substituir os
enxertos autdégenos diante dos seus inconvenientes.

Dentre as biomateriais, a Quitosana tém sido amplamente estudada por
apresentar caracteristicas relevantes a estas aplicagbes como minima
imunogenecidade, ser naturalmente antibactericida, poder ser moldada em diferentes
geometrias e apresenta porosidade, permitindo o crescimento de células, atuando,
assim, como material osteocondutor, além de seu baixo custo.

As Proteinas morfogenética Ossea (BMPs), de acordo com a literatura é um
material osteoindutor, que estimulam o crescimento e o reparo 6sseo (GONCALVES
et al.,, 1998), foi usada como reconstrutores para a inducdo da osteogénese
representando uma alternativa para enxertos 0sseos autdgenos e aloimplamtes
(WARNKE, 2004). As BMPs sdao glicoproteinas responsaveis pelo recrutamento de
células osteoprogenitoras para os locais de formacdo 6ssea (SOMMERNAN et al,
1983).

Dados da literatura revelam que ambos os materiais possuem o potencial de
regeneracdo 6ssea. No ambito cientifico hd uma grande motivacao e interesse no
estudo da biocompatibilidade e do potencial osteogénico do gel de Quitosana e suas
associacdes, contribuindo na busca de uma alternativa devido o baixo custo e
também, no anseio de encontrar novos materiais que auxiliem ou acelerem os

tratamentos que envolvam reconstituicdo do tecido 6sseo (MARTINO et al.
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2005; .PARK et al. 2005).

O presente trabalho foi realizado em modelo animal, utilizando camundongos
nos experimentos, procurando analisar a osteoindugdo em defeitos criados no
musculo da coxa, bem como a biocompatibilidade em subcutaneo. Também foi
estudada a biocompatibilidade da membrana de Quitina, do qual se deriva a
Quitosana.

Os resultados referentes a biocompatiblidade da Quitina mostram que este
material, da forma que foi empregada, levou a reagdes inflamatérias indesejaveis.
Houve a formacédo de granuloma tipo corpo estranho.

Os resultados referentes ao implante intramuscular do gel de Quitosana
associado a BMP e Hidroxiapatita (composto 3) apontam que este material resultou
em atividade angiogénica moderada indicando sinais de natureza reparadora, 15 dias
apos o implante. Os resultados histologicos 30 dias apés o implante demonstram que
o gel de quitosana néo € totalmente biocompativel, pois verificou-se a formacgéo de
granuloma tipo corpo estranho. Porém em comparagdo com a Quitina, o gel de
Quitosana demonstrou melhor biocompatibilidade, pois o implante da Quitina pelo
mesmo periodo resultou em necrose tecidual. Apesar da associagcdo com BMPs e
Hidroxiapatita, materiais ja conhecidos como osteoindutores, ndo foi verificada a
formacdo Ossea neste periodo. O tratamento quimico da quitosana, como a
desacetilacdo de mais de 90%, bem como a preservacao dos animais por periodos
superiores a 30 dias provavelmente devem contribuir para o resultado positivo no

teste de potencial osteogénico.
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6 Conclusao

Os experimentos demonstraram que a membrana de Quitina ndo €
biocompativel pois houve a formacédo de granuloma tipo corpo estranho. O gel de
Quitosana agregado a Hidroxiapatita e BMP tem potencial para ser um novo material

de enxerto.
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